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	 Kelch-like ECH-associated protein 1 (KEAP1)-Nuclear factor (erythroid-derived 2)-like 2 
(NRF2) 制御系は、生体の酸化ストレス応答において重要な役割を担っている。通常










のモデルとなる Scurfy (Sf) マウスを用いて、NRF2 の活性化がもたらす Treg 非依存
的な炎症抑制作用の解析を行った。Sf マウスは Treg の欠損によって全身臓器に重篤
な自己免疫性の炎症を来たし、生後 4 週間以内に死亡するが、全身性の Keap1 ノッ
クダウンによって NRF2 を活性化させた Sf マウスでは全身臓器の炎症所見が劇的に
軽減し、生存率も著明に改善した。リンパ節 T 細胞を解析すると、Sf マウスでは活
性化 CD4+T 細胞や、Th1、Th2、Th17 タイプのサイトカイン (IFN-g、IL-4、IL-17A) 
産生 CD4+T 細胞、抑制性サイトカイン (IL-10) 産生 CD4+T 細胞、さらには IFN-
ghighCD8+T 細胞の著明な増加を認めたが、Keap1 をノックダウンした Sf マウスでは
これら全ての細胞分画が有意に減少していた。中でも Th1 タイプの IFN-g産生
CD4+T 細胞は Keap1 ノックダウンによって顕著に増加が抑制されていた。同様に、
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Keap1 をノックダウンした Sf マウスでは血清中の IFN-g、TNF-aなどの炎症性サイト
カイン濃度も Sf マウスに比べて減少していた。続いて T 細胞や骨髄球系細胞、樹状
細胞それぞれに特異的な Keap1 コンディショナルノックアウトマウスを用いて解析
したところ、T 細胞特異的な Keap1 コンディショナルノックアウトを行った Sf マウ
スではリンパ節の活性化 CD4+T 細胞や IFN-g 産生 CD4+T 細胞の減少、および一部の
臓器での限定的な炎症改善作用を確認できたが、骨髄球系細胞あるいは樹状細胞特
異的な Keap1 コンディショナルノックアウトを行った Sf マウスでは炎症抑制作用は
認めなかった。NRF2 誘導剤である CDDO-Im の全身投与実験では、CDDO-Im を投
与した Sf マウスにおいてリンパ節の活性化 CD4+T 細胞や IFN-g 産生 CD4+T 細胞、
IFN-ghighCD8+T 細胞が減少し、一部の臓器での炎症所見の軽減や、生存率の改善効果












	 Kelch-like ECH-associated protein 1 (KEAP1)-Nuclear factor (erythroid-derived 2)-like 2 
(NRF2) 制御系は、生体の酸化ストレス応答において重要な役割を担う調節機構であ
る 1), 2)。通常状態において、転写因子である NRF2 は細胞質タンパク質である KEAP1
により抑制性に制御されている。NRF2 は KEAP1 と結合するが、この KEAP1 は Cullin 




プロテアソームによる分解を免れた NRF2 は安定化して核内へ移行し、small musculo-
aponeurotic fibrosarcoma (sMAF) と二量体を形成して抗酸化応答配列  (Antioxidant 
response element: ARE) に結合する。これによって抗酸化酵素や解毒代謝酵素、グルタ
チオン合成酵素など、生体防御に関わる多数の遺伝子発現が誘導される 1)。 
	 近年の研究から、NRF2 は酸化ストレスからの生体防御作用に加えて、炎症抑制作






リウマチ  (rheumatoid arthritis: RA) モデルマウス 11)や全身性エリテマトーデス 





	 RA や SLE、シェーグレン症候群、多発性硬化症のような自己免疫疾患の患者にお
いては、制御性 T 細胞 (regulatory T cell: Treg) の数的あるいは機能的な障害が存在す





己免疫疾患の病態改善に重要であることが示唆される 15), 16), 21)。 




を用いて、NRF2 による Treg を介さない炎症抑制作用について検証することにした。
この条件を満たすモデル動物として、Scurfy (Sf) マウスを選択した。Sf マウスは Treg
の分化および機能維持に必須のマスター転写因子である Foxp3 遺伝子 23)-25)にフレー
ムシフト変異を来たしたマウスである 23)。Foxp3 遺伝子は X 染色体上にコードされて
おり、このマウスは X 連鎖劣性遺伝の形式をとる 23)。Sf マウスは正常な機能をもつ
Treg が存在しないため、自己反応性エフェクターT 細胞の過剰な活性化や増殖によっ
て全身臓器に重篤な炎症を来たし、生後 4 週以内に致死となる 26)。これを用いて、




	 全身性の NRF2 活性化が Scurfy マウスに与える影響を解析することで、Treg 機能







	 この研究では、Scurfy マウス (Foxp3sf/Y、Foxp3sf/X) と 2 種類の異なる Keap1 の floxed
アリル (Keap1FA、Keap1FB) を持つマウス 27)、Keap1 欠損アリル (Keap1–) を持つマウ
ス 28)を組み合わせて実験を行った。雌の Scurfy (Foxp3sf/X) マウスと雄の Keap1FA/FA 29), 
30)、Keap1+/– 28)マウスを交配させることで、全身性に Keap1 をノックダウンした
Foxp3sf/Y::Keap1FA/– (Sf::Keap1FA/–) マウスを得た。また、雌の Scurfy (Foxp3sf/X) マウス
と雄の Keap1FB/FB 31)、および各種 Cre マウス (Lck-Cre32)、LysM-Cre33)、CD11c-Cre34))を
交配させることで、Foxp3sf/Y::Keap1FB/FB::Lck-Cre (Sf::Keap1-TKO; T 細胞特異的 Keap1
コンディショナルノックアウトマウス)、Foxp3sf/Y::Keap1FB/FB::LysM-Cre (Sf::Keap1-
MKO; 骨髄球系細胞特異的 Keap1 コンディショナルノックアウトマウス )、
Foxp3sf/Y::Keap1FB/FB::CD11c-Cre (Sf::Keap1-DKO; 樹状細胞特異的 Keap1 コンディショ
ナルノックアウトマウス) を得た。さらに、上記の交配の中で得られた野生型 (WT)、
















4-3. NRF2 誘導剤 Oleanolic triterpenoid 1-[2-cyano-3,12-dioxooleane-1, 9(11)-dien-28-oyl] 
imidazole (CDDO-Im) 投与実験 
	 WT あるいは Sf マウスに対し、5 µmol/kg 体重の CDDO-Im（持田製薬）を生後 7 日
あるいは 8 日時点から隔日で腹腔内投与し、4 回目の投与の翌日に解析を行った。対
照群として、Vehicle (10% Dimethyl sulfoxide、10% Cremophor-EL、80% PBS) を同様の




4-4. Thioglycolate により誘導した腹腔内マクロファージの採取 
	 8-12 週齢のマウスに対し、2 ml の 4 % Thioglycolate を腹腔内投与し、4 日後に採取
を行った。イソフルランで安楽死させ、腹膜を露出し、腹腔内を 5 ml の cold PBS に
て洗浄し、その洗浄液を回収した。回収した細胞は 10 ml の RPMI1640 (10 % FBS、








ン (HE) 染色を行い、光学顕微鏡を用いて観察した。 
 
4-6. リアルタイム定量 PCR 
	 マウスから得た組織（皮膚（背部）、肝臓、肺、脾臓、リンパ節）、および腹腔マク
ロファージ由来の RNA は ISOGEN（ニッポンジーン）を用いて抽出・精製し、ReverTra 
Ace qPCR master mix with gDNA Remover（東洋紡）を用いて cDNA を合成した。また、
フローサイトメトリーによって単離した細胞由来の RNA は ReliaPrep RNA cell 
miniprep system (Promega) を用いて抽出・精製を行い、SuperScript III reverse transcriptase 
(Invitrogen, Thermo Fisher Scientific) を用いて cDNAを合成した。定量 PCRにはApplied 
Biosystems 7300 sequence detector system (Applied Biosystems) を使用した。SYBR Green 
system には Thunderbird SYBR qPCR mix（東洋紡）、TaqMan probe system には 
Thunderbird probe qPCR mix（東洋紡）をそれぞれ用いた。PCR に用いたプライマー、
およびプローブ配列を表 2 に示した。 
 
4-7. ウェスタンブロッティング解析 
	 SDS sample buffer (25 mM Tris-HCl [pH 6.8]、5 % glycerol、1 % SDS、0.05 % bromophenol 
blue、20 % 2-mercaptoethanol) 内にマウスから得た組織片（4-6 と同様）を加え、ソニ
ケーターを用いてホモジナイズし、95 °C、5 分間の熱処理を行ったサンプルを用いて
解析した。サンプルは SDS-PAGE の後、PVDF 膜 (Immobilon-P (Millipore))に転写し
た。抗体として、抗a-Tubulin 抗体 (clone DM1A、Sigma-Aldrich)、抗 NRF2 抗体 (clone 
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103)35)、抗 KEAP1 抗体 (clone 111)36)を使用した。 
 
4-8. フローサイトメトリー解析 
	 両側の腋窩、上腕、鼠径リンパ節から得られた細胞を、3 %の FBS を含有する PBS
に懸濁し、蛍光色素によって標識されたモノクローナル抗体を使用し、抗体反応を行
った。リンパ球の表面抗原染色には、CD4 (GK1.5)、CD8a (53-6.7)、CD25 (PC61)、CD44 
(IM7)、CD69 (H1.2F3) に対する抗体（括弧内はそれぞれの抗体のクローンを示してお
り、BioLegend あるいは eBiosciences のものを使用した）を用い、1/500 の希釈倍率で
反応させた。その後、死細胞除去の目的で propidium iodide を最終濃度 1 µg/ml となる
ように加え、解析した。細胞内のサイトカインの検出においては、5×106 個のリンパ
節細胞を 50 ng/ml phorbol 12-myristate 13-acetate (Sigma-Aldrich)、1 µg/ml ionomycin 
(Sigma-Aldrich)、3 µM monensin (Sigma-Aldrich) を添加した RPMI1640 (10% FBS, 1% 
penicillin/streptomycin 含有) 1ml の入った 24-well plate の中で 37 °C、3 時間刺激した後
に抗体反応を行った。初めに CD4 (GK1.5)、CD8a (53-6.7) に対する蛍光標識モノクロ
ーナル抗体を 1/500 の希釈倍率で反応させた後、 fixation buffer (BioLegend) と
intracellular staining permeabilization wash buffer (BioLegend) の試薬を用いた固定・細胞
膜透過処理を行い、IFN-g (XMG1.2)、IL-4 (11B11)、IL-17A (TC11-18H10.1)、IL-10 (JESS-
16E3) (いずれも BioLegend) に対する蛍光標識モノクローナル抗体を 1/50 の希釈倍率
で反応させた。抗体反応後のサンプルは、LSR Fortessa (BD Biosciences) を用いたフロ
ーサイトメトリーによって解析した。 
	 T 細胞、および樹状細胞の解析・単離においては、脾臓細胞を 3 %の FBS を含有す
る PBS に懸濁し、CD3e (145-2C11)、CD11b (M1/70)、CD11c (N418)、MHCII (M5/114.15.2)、
CD86 (GL-1) に対する蛍光標識モノクローナル抗体を 1/250 の希釈倍率で反応させた
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後、propidium iodide (最終濃度 1 µg/ml)と反応させた。反応後のサンプルは FACS Aria 
II (BD Biosciences) を用いたフローサイトメトリーにより、目的となる細胞の単離を
行った。 





	 採血によって得られた血液を室温で 30 分静置させた後、遠心分離（1,200×g、20
分）を行って血清を得た。血清は–80 °C で保存しておいた後、解析に使用した。血清
中のサイトカイン測定には LEGENDplex kit (BioLegend) による多項目タンパク同時
定量解析を用い、指定のプロトコールに準拠して測定を行った。測定データの解析に





2 群間の統計学的解析には t 検定 (Student’s t test) を用いた。3 群以上の統計学的解析
においては、はじめに一元配置分散分析を行い、有意差が確認された場合には Tukey-
Kramer 法による多重比較を行った。P 値は< 0.05 を統計学的有意差ありと判定した。
生存率分析ではログランク検定を行い、多重比較には Bonferroni 法を用いた解析を行
った。補正 P 値は< 0.05 を統計学的有意差ありと判定した。以上の解析は全て、JMP 
Pro 13 Statistical Discovery Software (SAS Institute) を用いて行った。  
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5. 研究結果 
5-1. Sf マウスにおける全身性の Keap1 ノックダウンの影響 
1) Keap1 ノックダウンによる全身の NRF2 活性化と、NRF2 標的遺伝子の発現誘導 
	 はじめに、Sf マウスにおいて全身性の NRF2 活性化を生じさせるため、Keap1 をノ
ックダウンした Sf マウスを作成し、その遺伝子発現を解析した。Keap1 の完全欠損マ
ウス (Keap1–/–) は、食道〜前胃における上皮の過角化による閉塞から摂食困難をきた
し、離乳前に死亡することが知られている 28)。一方、WT に比べて Keap1 の発現量が
減少している floxed アリル (Keap1FA) と Keap1 欠損 (Keap1–) アリルを併せ持つ
Keap1FA/–マウスは、全身性に NRF2 を活性化しながらも長期生存が可能なマウスであ
ることから 30)、これを Foxp3sf/X マウスと掛け合わせることで得られた Foxp3sf/Y:: 
Keap1FA/– (Sf::Keap1FA/–) マウスを解析に用いた。Keap1FA/–のバックグラウンドでは、
WT、Sf マウスいずれにおいても Keap1 遺伝子の発現量は低下し、NRF2 タンパク質
の蓄積とともに NRF2 の標的遺伝子である NAD(P)H dehydrogenase, quinone 1 (Nqo1)
の発現量が増加していた（図 1 A、B）。この変化は、リンパ組織（リンパ節、脾臓）
でも非リンパ組織（皮膚、肝臓、肺）でも同様の傾向であった（図 1 A、B）。 
 
2) Sf::Keap1FA/–マウスにおける炎症所見の変化 
	 続いて、この Sf::Keap1FA/–マウスの表現型を通常の Sf マウスとの間で比較し、全身
性の Keap1 ノックダウンがもたらす変化について解析した。通常の Sf マウスは、生
後 3 週間程度で死亡が観察され始めることから、それよりも前の段階である生後 15-
19 日の個体を用いることとした。Sf::Keap1FA/–マウスでは末梢血での貧血、血小板減




減少していた（図 2 B）。さらに、通常の Sf マウスが 4 週間以内に全て死亡するのに
対し、Sf::Keap1FA/–マウスは半数近くで 2 ヶ月以上の長期生存が得られ、有意な生存
率の改善を認めた（図 2 C）。また、生後 14 日時点での比較では、Sf::Keap1FA/–マウス
は通常の Sf マウス、あるいは WT マウスと比較して身体が小さく、体重が少ない傾
向にあった（図 2 D、E）。 
 
3) KEAP1 発現量による Sf マウスの生存率の変化 
	 次に、Keap1FA/–の他に Keap1 遺伝子の発現量が異なる Keap1 ノックダウンマウス 
(Keap1FA/+、Keap1FA/FA) を用意して、Sf マウスの生存率改善効果と Keap1 のノックダ
ウンの程度の相関について検討した。Sf、Sf::Keap1FA/+、Sf::Keap1FA/FA、Sf::Keap1FA/–マ
ウスの 4 群の間で遺伝子発現解析を行ったところ、Sf::Keap1FA/+、Sf::Keap1FA/FA、
Sf::Keap1FA/–マウスそれぞれの群で異なる程度の Keap1 遺伝子、KEAP1 タンパク発現




Sf::Keap1FA/–、Sf::Keap1FA/FAマウスは生存率が高い傾向が観察された（図 3 C）。 
 
4) Sf::Keap1FA/–マウスにおける T 細胞活性化、サイトカイン産生の変化 
	 Sf マウスでは、CD4+T 細胞の異常な活性化および増殖が炎症の病態形成の主因と





パ節腫脹を認めた（図 4 A、B）。Sf::Keap1FA/–マウスは Sf マウスとの間では脾臓重量/
体重比に差は認めなかったが、リンパ節重量/体重比は有意に減少しており、肉眼的に
もリンパ節のサイズは縮小していた（図 4 A、B）。 
	 続いて、フローサイトメトリーによるリンパ節 T 細胞の解析を行った。CD4+CD8–
（以降、CD4+T 細胞と表記）あるいは CD4–CD8+細胞（以降、CD8+T 細胞と表記）の
リンパ節細胞に占める割合を比較したが、Sf::Keap1FA/–マウスと Sf マウスの間で有意




減少する傾向を認めた（図 4 D）。 
	 また、活性化した T 細胞によるサイトカイン産生についてもフローサイトメトリー
を用いて解析した。Th1、Th2、Th17 細胞がそれぞれ産生するサイトカイン (IFN-g、
IL-4、IL-17A) をマーカーとして、これらの陽性細胞がリンパ節 CD4+T 細胞の中に占
める割合を測定した。Sf マウスでは全ての分画が WT マウスに比べて著明に増加し
ていたが、Sf::Keap1FA/–マウスでは Sf マウスと比べてこれらのサイトカイン陽性細胞
の割合が有意に減少していた（図 5 A、B）。中でも、IFN-g については Sf と比較して
80%以上の著明な減少が観察された（図 5 A）。IFN-g は CD8+T 細胞に由来する細胞傷
害性 T 細胞でも産生されることから、CD8+T 細胞に占める IFN-g+細胞の割合も測定
した。IFN-g+CD8+T 細胞は WT マウスにおいて 40%程度の割合で存在していたが、Sf
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マウスにおいてはこの割合が有意に増加し、一部の集団では WT に比べて高いレベル
の IFN-gを発現していた（図5 A、B）。この IFN-gを高発現している分画を IFN-ghighCD8+T
細胞と定義すると、Sf マウスではその割合が顕著に増加していた（図 5 A、B）。
Sf::Keap1FA/–マウスにおける IFN-g+CD8+T 細胞の割合は Sf マウスと比較して有意差を
認めなかったが、IFN-ghighCD8+T 細胞の割合は大きく減少していた（図 5 A、B）。ま
た、CD4+T 細胞のうち、抑制性サイトカインである IL-10 を産生する細胞の割合につ
いても評価したが、こちらも他のサイトカイン産生 T 細胞と同様、Sf マウスでは WT
マウスに比べて大きく増加し、Sf::Keap1FA/–マウスでは Sf マウスと比較し有意に減少
していた（図 5 A、B）。 
	 さらに、これらの免疫担当細胞によって産生されたサイトカインの総和を評価する
ため、多項目タンパク同時定量解析による血清サイトカイン濃度の測定を行った。測
定したサイトカインのうち、IFN-g、IL-4、TNF-a、IL-6 が Sf マウスにおいて有意に増
加していたが、それらのうち IFN-g、TNF-aが Sf::Keap1FA/–マウスにおいて有意に減少
していた（図 5 C）。IL-6 も Sf::Keap1FA/–マウスにおいて減少の傾向を認めたものの、
有意差は得られなかった（図 5 C）。IL-4、IL-17A に関しては Sf マウスと Sf::Keap1FA/–
マウスの間で不変であり（図 5 C）、IL-10 は全ての群において検出感度未満であった
（データ提示なし）。 
	 最後に、Keap1 ノックダウンによる変化が最も顕著であり、T 細胞、血清のいずれ
でも有意な減少が観察された IFN-g に着目した。血清中の IFN-g は、そのほとんどが
T 細胞やナチュラルキラーT (Natural killer T: NKT) 細胞に由来するが 38)、T 細胞はリ
ンパ組織、NKT 細胞は肝臓や肺などの非リンパ組織に豊富に存在するとされる 39)。
そこで、これらの各組織における Ifng の mRNA 発現量の解析を行った。リアルタイ
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ム定量 PCR の結果、リンパ節における Sf::Keap1FA/–マウスの Ifng は Sf マウスに比べ
て有意な減少を認め、他の組織においては有意差が得られなかったものの、
Sf::Keap1FA/–マウスの Ifng は WT マウスと同等のレベルまで減少する傾向を認めた
（図 5 D）。 
 
5-2. Keap1 コンディショナルノックアウトマウスによる、細胞特異的な NRF2 活性化
の影響 
1) Sf::Keap1FB/FB::Lck-Cre マウスによる T 細胞特異的な NRF2 活性化がもたらす変化 
	 全身性の Keap1 ノックダウン、すなわち全身性の NRF2 の活性化によってもたらさ
れる Sf マウスの炎症改善作用が T 細胞自律的な機序によるものであるか否かを検証
するため、Lck-Cre による T 細胞特異的な NRF2 活性化が Sf マウスの表現型に与える
影響を解析した。この解析では、全身性ノックダウンで用いた Keap1FAアリルとは異
なり、遺伝子発現量の減少を生じない floxed アリル (Keap1FB)31) を持つマウスに Sf
マウスと Lck-Cre トランスジェニックマウス 32) を掛け合わせて得られた
Sf::Keap1FB/FB::Lck-Cre (Sf::Keap1-TKO) マウスを使用した。はじめに Lck-Cre による
Keap1 の欠損効率を調べるために Keap1FB/FB、Keap1FB/FB::Lck-Cre (Keap1-TKO) マウス
の脾臓細胞を用いて遺伝子発現解析を行ったところ、Keap1-TKO マウスの T 細胞の
うち約 70%において Keap1 が欠損し、同細胞集団における NRF2 標的遺伝子の Nqo1
発現が誘導されていることが確認された（図 6 A）。一方で、Keap1-TKO 由来の T 細
胞を除く脾臓細胞集団においては Keap1 の欠損や Nqo1 の有意な上昇は観察されなか
った（図 6 A）。 
	 次に、Sf::Keap1-TKO マウスの表現型について、対照群として用意した Keap1FB/FB、
Sf::Keap1FB/FB マウスとの間で比較した。Sf::Keap1FB/FB マウスでは通常の Sf マウスと
 18 




善は得られなかった（表 4）。生存率の解析では、Sf::Keap1-TKO マウスは Sf::Keap1FB/FB
マウスと比較して生存率が改善する傾向が観察された（データ提示なし）。 
	 続いて、フローサイトメトリーによる T 細胞活性化およびサイトカイン産生につい
ての比較を行った。Sf::Keap1FB/FB マウスでは通常の Sf マウスと同様、活性化 CD4+T
細胞やサイトカイン産生 CD4+T 細胞、IFN-ghighCD8+T 細胞分画の著明な増加が観察さ
れた（図 7 A-D）。Sf::Keap1-TKO マウスでは、リンパ節細胞中の CD4+T 細胞、CD8+T
細胞の割合がそれぞれ Sf::Keap1FB/FBマウスと比較して有意な減少を認めたが、CD4+T
細胞に占める活性化 T 細胞の割合については CD25+細胞が軽度の減少を認めたのみ
で、CD44+細胞や CD69+細胞の割合は減少を認めなかった（図 7 A、B）。また、IFN-
g+CD4+T 細胞分画は Sf::Keap1-TKO マウスにおいて有意な減少を認めたが、IL-
4+CD4+T 細胞や IL-17A+CD4+T 細胞、IFN-g+CD8+T 細胞の割合については有意な変化
を認めなかった（図 7 C、D）。IFN-ghighCD8+T 細胞分画については有意差が得られな
かったが、Sf::Keap1-TKO マウスにおいて減少の傾向が確認された（図 7 C、D）。 
 
2) Sf::Keap1FB/FB::LysM-Cre マウス、Sf::Keap1FB/FB::CD11c-Cre マウスによる骨髄球系
細胞、あるいは樹状細胞特異的な NRF2 活性化がもたらす変化 




クマウスを用いて Sf::Keap1FB/FB::LysM-Cre (Sf::Keap1-MKO)、Sf::Keap1FB/FB::CD11c-Cre 
(Sf::Keap1-DKO)マウスを作成し、それぞれ Keap1FB/FB、Sf::Keap1FB/FBマウスとの間で
表現型を比較した。Keap1FB/FBと Keap1-MKO あるいは Keap1-DKO マウスの遺伝子発
現解析を行ったところ、Keap1-MKO マウスでは Thioglycolate で誘導した腹腔マクロ
ファージの約 70%において Keap1 が欠損し、NRF2 の標的遺伝子である Nqo1 の発現
が誘導されていることが確認できた（図 8 B）。また、Keap1-DKO マウスでは樹状細
胞 (CD11c+MHCII+脾臓細胞) の約 50%において Keap1 が欠損し、Nqo1 の発現が誘導
されていることが確認できた（図 8 E）。 
	 しかしながら、Sf::Keap1-MKO、Sf::Keap1-DKO マウスいずれにおいても、末梢血
所見（表 5、6）、皮膚の肉眼所見（図 8 A、D）、リンパ節中の CD4+、CD8+T 細胞の比
率および活性化 CD4+T 細胞の割合（図 8 C、F）は Sf::Keap1FB/FBマウスと比較して明
らかな変化を認めなかった。 
 
5-3. NRF2 誘導剤 CDDO-Im が Sf マウスにもたらす影響 
1) Sf マウスに対する CDDO-Im 投与がもたらす遺伝子発現の変化 
	 次に、NRF2 誘導剤である CDDO-Im の投与によって Keap1 ノックダウンで得られ
たような Sf マウスの炎症抑制作用が再現できるか否かを検証した。生後 7 日、ある
いは 8 日の WT あるいは Sf マウスに対し、5 µmol/kg 体重の CDDO-Im を隔日で投与
し、4 回目の投与の翌日（生後 14 日あるいは 15 日）に解析した。対照群として、
CDDO-Im と等量の Vehicle (10% Dimethyl sulfoxide、10% Cremophor-EL、80% PBS) を
同様の日程で投与した群を用意した（図 9 A）。各臓器から得たサンプルを用いた遺伝
子発現解析では、WT、Sf マウスいずれにおいても CDDO-Im の投与によって NRF2 タ




2) Sf マウスに対する CDDO-Im 投与がもたらす抗炎症作用 
	 続いて、CDDO-Im投与によるSfマウスの炎症所見の変化について解析した。CDDO-





のの、CDDO-Im を投与した Sf マウスは Vehicle 投与群と比較して生存率が高い傾向
が観察された（図 9 E）。 
	 フローサイトメトリーによるリンパ節 T 細胞の解析では、CDDO-Im の投与によっ
て Sf マウスのリンパ節に占める CD4+T 細胞や CD8+T 細胞の比率に変化は見られな
かったが、CD25+、CD44+、CD69+の活性化 CD4+T 細胞の割合については有意な減少、
あるいは減少の傾向を認めた（図 10 A、B）。また、サイトカイン産生 T 細胞につい
て評価したところ、IFN-g+CD4+T 細胞および IFN-ghighCD8+T 細胞の割合が CDDO-Im
投与によって有意な減少を認めた（図 10 C、D）。一方、その他のサイトカイン産生 T
細胞の比率に有意な変化は認めなかった（図 10 C、D）。さらに、IFN-gについて、リ
ンパ組織である脾臓での mRNA 発現量をリアルタイム定量 PCR にて評価したところ、





6-1. 全身性の Keap1 ノックダウンによる Sf マウスの炎症抑制作用 
	 本研究から、全身性の NRF2 活性化は Sf マウスでの Treg 欠損を背景にした自己免
疫性炎症に対しても顕著な炎症抑制作用をもたらすことが明らかとなった。 











ている 30)。今回の解析に使用した Sf::Keap1FA/–マウスにおいても体重は通常の WT マ
ウスや Sf マウスに比べて減少傾向にあり（図 2 D、E）、背景に摂食困難が存在してい
たものと考えられる。この他、Keap1 欠損による NRF2 の活性化は腎臓などの臓器に
も機能障害を来すことが報告されており 40)、これらの影響も受けていると考えられ






用を発揮するが、過剰な NRF2 活性化がもたらす臓器の機能障害は Sf マウスのよう
な疾患モデルマウスの生存には不利に働く可能性があると考えられる。 
 
6-2. 全身性の Keap1 ノックダウンによる T 細胞活性化抑制作用 
	 続いて、Keap1 ノックダウンによる NRF2 の活性化がもたらす抗炎症作用の詳細を
明らかにすべく、Sf マウスの病態形成に重要な役割を果たす T 細胞への影響につい
て解析した。Sf::Keap1FA/–マウスは Sf マウスに比べてリンパ節重量/体重比が有意に減
少しており、リンパ球の増殖が抑制されていることが示唆された（図 4 A、B）。フロ




CD4+T 細胞の分画の解析から、Sf マウスにおいては既報の通り CD25+、CD44+、CD69+
で定義される活性化した CD4+T 細胞の割合や、Th1 (IFN-g+)、Th2 (IL-4+)、Th17 (IL-
17A+) 細胞の割合が増加を認めていたが 37), 41), 42)、Sf::Keap1FA/–マウスにおいてはこれ
ら全ての分画が有意に減少していた（図 4 C、D、図 5 A、B）。このことから、Sf マウ
スにおける全身性の NRF2 活性化は CD4+T 細胞の活性化を抑制し、Th1、Th2、Th17
タイプ全てのサイトカイン産生を抑制していることが示された。さらに CD8+T 細胞
における IFN-g産生細胞の割合も評価したところ、Sf マウスでは IFN-g+CD8+T 細胞の
割合が増加するとともに、IFN-gを高発現する IFN-ghighCD8+T 細胞分画の著明な増加
が確認された（図 5 A、B）。Sf::Keap1FA/–マウスにおいて IFN-g+CD8+T 細胞の割合は Sf
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マウスと比較して有意な変化は認めなかったが、IFN-ghighCD8+T 細胞分画については
有意に減少していた（図 5 A、B）。以上より、全身性の NRF2 活性化は、細胞傷害性
T 細胞においても IFN-gの産生を抑制することが示された。このように全身性の NRF2






	 Sf マウスは正常な機能を持つ Treg を欠損していることから、上記の現象はあくま
でエフェクターT 細胞側で生じた変化と考えられるが、近年では FOXP3 に依存しな
い制御性 T 細胞の集団が存在することが報告されている。その 1 つが type 1 regulatory 
T cells（Tr1 細胞）と呼ばれる細胞集団であり、これらは抑制性サイトカインである
IL-10 や TGF-bを高いレベルで産生し、自己免疫反応を抑制することが知られている
43), 44)。この IL-10 産生は FOXP3 に依存しないため 45), 46)、今回の Sf マウスでの NRF2
を介した炎症抑制のメカニズムに寄与している可能性が考えられた。そこで、フロー
サイトメトリーでこの Tr1 細胞を含む分画である IL-10+CD4+T 細胞についても評価し
たが、Sf::Keap1FA/–マウスにおいてこれらの分画は増加することなく、むしろ Sf マウ
スと比較して減少し、他のサイトカイン産生細胞と同様の挙動を示した（図 5 A、B）。
このことから、今回観察された NRF2 の活性化による抗炎症作用は IL-10 を産生する




6-3. 全身性の Keap1 ノックダウンによる IFN-g 産生抑制作用 
	 Sf::Keap1FA/–マウスを用いた解析から、Sf マウスにおける全身性の NRF2 活性化は
Th1、Th2、Th17 いずれのタイプの反応も有意に抑制することが示されたが、その中
でも最も顕著に抑制されていたのが、リンパ節における IFN-g 産生 T 細胞分画および
血清中の IFN-g 、TNF-aに反映される Th1 タイプの反応であった（図 5 A-C）。NRF2
活性化による Th1 反応抑制作用についてはこれまでにもいくつかの報告がなされて
おり、T 細胞自律的な機序によって Th1/Th2 の分化バランスが Th2 側にシフトするこ
とが一つの要因と考えられている 47), 48)。したがって、Sf マウスにおける NRF2 の活
性化は T 細胞の活性化を抑制することで全ての Th 細胞のサイトカイン産生を抑制す
るが、Th1/Th2 バランスのシフトが背景にあるために、Th1 細胞が大きく減少する一
方で Th2 細胞は分化促進の影響を受け、結果として Th2 の抑制が不十分となってし
まったと推察することができる。また Th17 に関して、NRF2 誘導剤による NRF2 の活
性化やその下流で生じる heme oxygenase 1 (HO-1) の発現上昇は樹状細胞を介した機
序、あるいは T 細胞自律的な機序によって Th17 への分化を抑制し、Treg への分化を
促進することで炎症性疾患の病態を改善するとされ 49)-53)、逆にループス腎炎モデル
マウスにおける NRF2 欠損は Th17 の反応を促進して病態を増悪させることが知られ
ている 54)。今回の解析でも全身性の NRF2 活性化により Th17 細胞の増加は抑制され
ていたが、Th1 に比較するとその抑制作用は不十分であった。この差が生じた原因に
ついては、Sf マウスにおける Treg 欠損という特殊な条件下であったことや、そもそ





	 以上より、少なくとも NRF2 活性化による Treg 非依存的な炎症抑制機構の主たる
作用は IFN-g産生の抑制であると言える。この IFN-g産生について、リンパ組織および
非リンパ組織での遺伝子発現解析を行うと、Sf マウスにおける全身性の NRF2 活性化
はリンパ組織、非リンパ組織いずれにおいても Ifng の mRNA 量を大きく減少させて
いた（図 5 D）。血清中の IFN-g のほとんどは T 細胞と NKT 細胞に由来するとされる
が 38)、NK 細胞やマクロファージなど他の免疫担当細胞によっても IFN-gは産生され
る。これらの各細胞が Sf マウスにおける IFN-g産生にそれぞれどの程度寄与している
かは解析できていないが、全身性の NRF2 活性化は T 細胞のみに限らず、このような
様々な IFN-g産生細胞においても、その増殖や IFN-g産生を抑制している可能性が示
唆される。 
	 IFN-gは活性化したエフェクターT 細胞や B 細胞を増加させ、B 細胞での自己抗体
産生を誘導し、自己免疫反応を促進する作用を持つことが知られている 55), 56)。また
過去の研究から、IFN-g は Sf マウスにおいて豊富に産生されるとされており、Sf マウ
スにおいて IFN-gを欠損させると皮膚や肝臓、肺における炎症の進行が抑制され、生
存期間が延長すると報告されている 57)。以上より IFN-g は Sf マウスの炎症形成にお
いて重要な役割を果たしていることが示唆され、IFN-g 産生の抑制が NRF2 による Sf
マウスの炎症抑制機構の要となっていると推察される。しかしながら、T 細胞単独で
の Keap1 コンディショナルノックアウトや CDDO-Im 投与のみでは IFN-g をある程度
抑制できても IL-4 や IL-17A の産生は抑制されず、臓器の炎症改善作用も全身性の
Keap1 ノックダウンに比べて不十分であったことから（図 2、5-7、9-10）、全身性の
NRF2 活性化による IL-4 や IL-17A のようなサイトカインを抑制するメカニズムも Sf
 26 
マウスにおける炎症改善作用の重要な要素の 1 つになっていると考えられる。 
 
6-4. 各種の免疫担当細胞特異的な Keap1 コンディショナルノックアウトによる炎症
抑制作用 
	 Sf::Keap1FA/–マウスの解析から、全身性の Keap1 ノックダウンによる NRF2 活性化





	 Sf::Keap1-TKO マウスを用いた解析では、生存率は Sf::Keap1FB/FBマウスに比べて改
善の傾向を認めていたが（データ提示なし）、組織所見で炎症の改善が観察されたの
は皮膚のみであり、血液所見も有意な改善が得られず、改善炎症抑制効果は限定的な
ものであった（図 6 B、C、表 4）。フローサイトメトリーによるリンパ節 T 細胞の解
析では、Sf::Keap1-TKO マウスにおいて CD4+T 細胞、CD8+T 細胞両者の割合が
Sf::Keap1FB/FB マウスと比較し有意に減少していた（図 7 A）。このことから T 細胞特
異的な NRF2 の活性化は T 細胞の増殖を選択的に抑制していることが示唆される。さ
らに活性化 CD4+T 細胞分画の解析では、Sf::Keap1-TKO マウスと Sf::Keap1FB/FB マウ
スの間で CD44+、CD69+細胞分画に有意な差は認めず、CD25+細胞の分画が Sf::Keap1-
TKO マウスにおいてわずかな減少を認めたのみであったが（図 7 A、B）、T 細胞その
ものの割合が減少している点を考慮すると、活性化 T 細胞の絶対数としては Sf:: 
Keap1FB/FB マウスに比べて減少しているものと考えられる。さらに、サイトカイン産
生細胞の解析では、Sf::Keap1-TKO マウスにおいて CD4+T 細胞に占める IFN-g+CD4+T
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細胞および CD8+T 細胞に占める IFN-ghighCD8+T 細胞の割合が Sf::Keap1FB/FB と比較し
て 50-60%程度減少していた（図 7 C、D）。以上のことから、NRF2 による T 細胞での







ことで炎症抑制作用をもたらすことが報告されている 5), 7), 51), 53), 58), 59)。これを受け、
マクロファージをはじめとする骨髄球系細胞特異的な Keap1 コンディショナルノッ
クアウトマウス (Sf::Keap1-MKO)、および樹状細胞特異的な Keap1 コンディショナル
ノックアウトマウス (Sf::Keap1-DKO) を用いた解析を行った。ところが驚くべきこと
に、これら 2 系統のマウスはいずれにおいても炎症抑制効果は観察されなかった（図
8、表 5、6）。以上より、骨髄球系細胞、あるいは樹状細胞単独での NRF2 活性化は、
Sf マウスにおける自己免疫性炎症の抑制効果を得るには不十分であることが示唆さ
れた。すなわち、Sf マウスにおける Treg 欠損を背景とした自己免疫性炎症を十分に
抑制するためには、多系統の細胞系列における統合的な NRF2 活性化が必要であると
考えられる。 
	 さらに近年、B 細胞の除去によって Sf マウスの全身性炎症が改善するとの結果が
報告され、B 細胞の病態への関与も指摘されていることから 60)、B 細胞における NRF2
活性化の寄与についても今後検証していく必要があると考えられる。 
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	 また、この NRF2 を介した炎症抑制メカニズムのもう１つの候補として、炎症組織
での damage-associated molecular patterns (DAMPs) の放出抑制が挙げられる。DAMPs
は、炎症などの組織傷害によって破壊された細胞から放出され、自然免疫細胞に認識
されることで新たな免疫反応を惹起する内因性物質の総称であり、high mobility group 
box1 (HMGB1) や S100 タンパク質、ATP などの物質が知られている 61), 62)。DAMPs は
全身性の自己炎症疾患の病態に関わるとされており、また DAMPs の放出は酸化スト






6-5. CDDO-Im 投与による Sf マウスの炎症抑制作用 




認された（図 9 D、E、表 7）。また、フローサイトメトリーによるリンパ節 T 細胞の
解析では、CDDO-Im 投与によって CD25+、CD44+、CD69+の活性化 CD4+T 細胞の割
合は減少し、IFN-g+CD4+T 細胞や IFN-ghighCD8+T 細胞の割合も大きく減少したが、そ
の他の IL-4 や IL-17A、IL-10 産生細胞については有意な変化を認めなかった（図 10 
A-D）。さらに CDDO-Im は、脾臓において Ifng の mRNA 発現量を有意に抑制してお
り、脾臓内における IFN-g 産生細胞の増殖あるいは細胞自身による IFN-g産生を抑制
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していることが示唆された（図 10 E）。 
	 CDDO-Im 投与では全身性に NRF2 を活性化できているにも関わらず（図 9 B、 C）、
Sf::Keap1FA/–マウスと比較すると炎症抑制作用は不十分であった（図 2-5、図 9-10、表
3、7）。この原因の 1 つとして、NRF2 の活性化時期の差が挙げられる。出生時点で
NRF2 の活性化が得られている Sf::Keap1FA/–マウスに対して、CDDO-Im 投与はその手
技的な制約（生後間もない腹腔内投与が困難であった）から生後 7 日以降に開始して
おり、この差が影響した可能性が考えられる。この他にも、Keap1 ノックダウンと
CDDO-Im 投与の間においては NRF2 を介さない経路の存在、すなわち Keap1 ノック
ダウンそのものによる影響や、CDDO-Im による NRF2 活性化以外の作用などが存在
し、これらが影響した可能性も考えられる。 
	 以上より、薬剤による全身の NRF2 活性化は Treg 欠損を背景とした自己免疫性の
炎症性疾患に対しても有益な炎症抑制作用をもたらすことが示唆される。ヒトにおい
ても、FOXP3 変異による自己免疫疾患は Immunodysregulation, polyendocrinopathy, 
enteropathy, X-linked (IPEX) 症候群として報告され、生後間もなく全身臓器に致死的
な自己免疫性の炎症が生じる予後不良の疾患として知られている 64), 65)。本研究で得
られた結果から、NRF2 誘導剤はこのような疾患に対して有益な治療効果をもたらす
ことが期待される。また過去の動物モデルを用いた研究から 13), 49), 52)、背景に Treg の
機能不全が存在するとされる RA や SLE、多発性硬化症などの自己免疫疾患において
も NRF2 誘導剤の投与は良好な炎症抑制作用を期待できるが、Treg が存在する状況に
おいては NRF2 活性化が Treg そのものに与える影響についても考慮する必要がある。
前述のように、NRF2 の活性化あるいは下流の HO-1 の発現上昇は樹状細胞や T 細胞
自律的な機序を介して Treg の分化を誘導し、炎症性疾患の病態改善に寄与すると報
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告されているが 22), 49), 50), 53)、Treg の機能自体にどのような影響を及ぼすかについては
十分な検討がなされていない。FOXP3 に依存する Treg とは厳密には異なるが、本研
究では NRF2 を活性化させた Sf マウスにおいて、抑制性サイトカインである IL-10 を
産生する CD4+T 細胞分画が減少を認めていた（図 5 A、B）。この事実を考慮すると、
NRF2 の活性化が FOXP3 に依存する Treg の活性化やサイトカイン産生をも抑制し、
炎症増悪の方向に働いてしまう可能性も否定はできない。したがって、今後は NRF2
活性化が Treg 機能に与える影響についての検証も含め、これらの疾患に対する NRF2
誘導剤の有効性について詳細な検討を進める必要があると考えらえる。 
	 さらに、今回の発見は NRF2 誘導剤には免疫抑制作用という新たな側面が存在する
ことも示唆している。NRF2 誘導剤は現在、酸化ストレスあるいは親電子性ストレス
が病態形成に関与する疾患に対する治療薬としても開発が進められているが、今回の









	 Treg 欠損により全身性の致死的な自己免疫性炎症を呈する Sf マウスにおける全身
性の NRF2 活性化は、T 細胞の異常な活性化や、IFN-gをはじめとするサイトカイン産
生を抑制することで著明な炎症改善作用をもたらす。本研究により、NRF2 誘導剤が
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図 1. Keap1 ノックダウンによる NRF2 の集積と NRF2 標的遺伝子の発現誘導 
A. 野生型 (WT)、Keap1FA/–、Scurfy (Sf)、Sf::Keap1FA/–マウスの各臓器から得られた
mRNA を用いたリアルタイム定量 PCR の結果を示す。上段は Keap1、下段は Nqo1 の
発現量を示している。各遺伝子の発現量は Gapdh の値で補正し、WT の数値を 1 とし
て算出した。値は 4 回の独立した実験で得られた数値の平均値+標準偏差で示してい







図 2. Keap1 ノックダウンによる、Sf マウスの炎症改善作用 
A、D. WT、Sf、Sf::Keap1FA/–マウスの耳介、尾の皮膚 (A)、および全身 (B) の肉眼所
見。B. WT、Sf、Sf::Keap1FA/–マウスの皮膚（耳介）、肝臓、肺の組織所見（ヘマトキシ
リン-エオジン染色）。矢印は炎症細胞の浸潤を示している。C. WT (n = 30)、Sf (n = 26)、
Sf::Keap1FA/–マウス (n = 17) の生存曲線を示す。E. 生後 14 日における、各マウスの
体重比較。値は平均値+標準偏差で示している (n = 10)。*, P < 0.05; ***, P < 0.0005。  
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図 3. Keap1 ノックダウン Sf マウスにおける KEAP1 発現量と生存期間の比較 
A. 生後 17-20 日の Sf、Sf::Keap1FA/+、Sf::Keap1FA/FA、Sf::Keap1FA/–マウスの各臓器から
得られた mRNA を用いたリアルタイム定量 PCR の結果を示す。上段に Keap1、下段
に Nqo1 の発現量を示している。値は Gapdh で補正し、Sf の値を 1 として算出した。





コントロールとして使用したa-Tubulin の結果を示す。C. WT (n = 30)、Sf (n = 26)、
Sf::Keap1FA/+ (n = 22)、Sf::Keap1FA/FA (n = 26)、Sf::Keap1FA/–マウス (n = 17) の生存曲線







図 4. Keap1 ノックダウンによる Sf マウスの T 細胞活性化抑制作用 
A. 生後 17 日における WT、Sf、Sf::Keap1FA/–マウスの脾臓、リンパ節（両側腋窩、上
腕、鼠径リンパ節）の重量/体重比を示す (n = 10)。値は平均値+標準偏差で示してい
る。B. WT、Sf、Sf::Keap1FA/–マウスの脾臓及びリンパ節の肉眼像。C. フローサイトメ
トリーによって算出した、生後 15-19 日における WT (n = 5)、Sf (n = 4)、Sf::Keap1FA/– 
(n = 8) マウスのリンパ節細胞中に占める CD4+T 細胞、CD8+T 細胞の割合（左）と、
CD4+T 細胞中に占める CD25+細胞、CD44+細胞、CD69+細胞の割合（右）を示す。値
は 3 回以上の独立した実験で得られた値の平均値+標準偏差で示している。D. C で得
られたヒストグラムの代表例を示す。記載の数字はそれぞれの陽性細胞の割合を示し





図 5. Keap1 ノックダウンによる Sf マウスの T 細胞サイトカイン産生抑制作用 
A. フローサイトメトリーによって算出した、WT (n = 7、IL-10+ は n = 4)、Sf (n = 6、 
IL-10+ は n = 3)、Sf::Keap1FA/– (n = 8、IL-10+ は n = 4) マウスの CD4+T 細胞中に占め
る IFN-g+細胞、IL-4+細胞、IL-17A+細胞、IL-10+細胞の割合（左）と、CD8+T 細胞中に
占める IFN-g+細胞、IFN-ghigh 細胞の割合（右）を示す。値は 3 回以上の独立した実験
で得られた値の平均値+標準偏差で示している。B. A で得られた等高線プロットの代
表例を示す。記載の数字はそれぞれの陽性細胞の割合を示している。CD8+T 細胞のプ
ロットでは、黒字が IFN-g+細胞の割合、青字が IFN-ghigh 細胞の割合を示している。C. 




Keap1FA/–、Sf、Sf::Keap1FA/–マウスの各臓器由来の mRNA を用いた Ifng のリアルタイ
ム定量 PCR の結果を示す。値は Gapdh で補正し、WT の値を 1 として算出した。値
は 4 回の独立した実験で得られた値の平均値+標準偏差で示している (n = 4)。*, P < 





図 6. T 細胞特異的な Keap1 コンディショナルノックアウトによる Sf マウスの炎症抑
制作用 
A. 9-12 週齢の Keap1FB/FB、Keap1FB/FB::Lck-Cre (Keap1-TKO) マウスの脾臓由来 T 細胞
あるいは非 T 細胞から得た mRNA を用いたリアルタイム定量 PCR の結果を示す。左
側に Keap1、右側に Nqo1 の発現量を示している。値は Gapdh で補正し、Keap1FB/FBの
値を 1 として算出した。値は 2 回の独立した実験で得られた値の平均値+標準偏差で











図 7. T 細胞特異的な Keap1 コンディショナルノックアウトによる Sf マウスの T 細胞
活性化およびサイトカイン産生抑制作用 
A. フローサイトメトリーによって算出した、Keap1FB/FB (n = 4)、Sf::Keap1FB/FB (n = 6)、
Sf::Keap1-TKO (n = 3) マウスのリンパ節細胞中に占める CD4+T 細胞、CD8+T 細胞の
割合（左）と、CD4+T 細胞中に占める CD25+細胞、CD44+細胞、CD69+細胞の割合（右）
を示す。値は 3 回の独立した実験で得られた値の平均値+標準偏差で示している。B. 
A で得られたヒストグラムの代表例を示す。記載の数字はそれぞれの陽性細胞の割合
を示している。C. A と同様に算出した、Keap1FB/FB (n = 5)、Sf::Keap1FB/FB (n = 8)、
Sf::Keap1-TKO (n = 5) マウスの CD4+T リンパ節細胞中に占める IFN-g+細胞、IL-4+細




合、青字が IFN-ghigh 細胞の割合を示している。*, P < 0.05; **, P < 0.005; ***, P < 0.0005。






図 8. 骨髄球系細胞特異的 Keap1 コンディショナルノックアウト、樹状細胞特異的
Keap1 コンディショナルノックアウトによる Sf マウスの表現型への影響 
A、D. Keap1FB/FB、Sf::Keap1FB/FB、および Sf::Keap1FB/FB::LysM-Cre (Sf::Keap1-MKO) (A) 
あるいは Sf::Keap1FB/FB::CD11c-Cre (Sf::Keap1-DKO) (D)マウスの全身像。B、E. 
Thioglycolate で誘導した 8-12 週齢の Keap1FB/FB (n = 6)、Keap1FB/FB::LysM-Cre (Keap1-
MKO) マウス (n = 6) 由来の腹腔マクロファージ (B)、あるいはフローサイトメトリ
ーで単離した 8-9 週齢の Keap1FB/FB (n = 3)、Keap1FB/FB::CD11c-Cre (Keap1-DKO) マウ
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ス (n = 6) の脾臓由来の樹状細胞 (CD11c+MHCII+細胞) (E) から得た mRNA を用いた
リアルタイム定量 PCR の結果を示す。左側に Keap1、右側に Nqo1 の発現量を示して
いる。値は Gapdh で補正し、Keap1FB/FBの値を 1 として算出した。値は 2 回 (B) ある
いは 3 回 (E) の独立した実験で得られた値の平均値+標準偏差で示している。C、F. 
フローサイトメトリーによって算出した Keap1FB/FB (n = 6 (C)、n = 4 (F))、Sf::Keap1FB/FB 
(n = 7 (C)、n = 4 (F))、および Sf::Keap1-MKO (n = 5) (C) あるいは Sf::Keap1-DKO マウ
ス (n = 4) (F) のリンパ節細胞中に占める CD4+T 細胞、CD8+T 細胞の割合（左）と、
CD4+T 細胞中に占める CD25+細胞、CD44+細胞、CD69+細胞の割合（右）を示す。値
は 3 回以上の独立した実験で得られた値の平均値+標準偏差で示している。*, P < 0.05; 







図 9. CDDO-Im 投与による Sf マウスの炎症改善作用 
A. CDDO-Im の投与プロトコールを示す。生後 7 あるいは 8 日の WT、Sf マウスに
5µmol/kg 体重の CDDO-Im を隔日で投与し、4 回目の投与翌日、すなわち生後 14 日あ
るいは 15 日で解析を行った。対照群に対しては、同容量の Vehicle (10% Dimethyl 
sulfoxide、10% Cremophor-EL、80% PBS) 投与を行った。B. Vehicle 投与、あるいは
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CDDO-Im 投与を行った WT および Sf マウスの各臓器から得たタンパク質サンプルを
用いたウェスタンブロットの結果を示す。上段に NRF2、下段にローディングコント
ロールとして使用したa-Tubulin の結果を示している。C. B と同様のマウスについて、
各臓器から得た mRNA を用いた Nqo1 のリアルタイム定量 PCR の結果を示す。値は
Gapdh で補正し、WT-Vehicle 群の値を 1 として算出した。値は 4 回の独立した実験で
得られた値の平均値+標準偏差で示している (n = 4)。*, P < 0.05; **, P < 0.005。D. 
Vehicle 投与 Sf マウスと CDDO-Im 投与 Sf マウスの皮膚（耳介）、肝臓、肺の組織所
見（ヘマトキシリン-エオジン染色）。矢印は炎症細胞の浸潤を示している。E. Sf-Vehicle
群 (n = 5) および Sf-CDDO-Im 群 (n = 5) の生存曲線を示す。ここでは、隔日の CDDO-























































図 10. CDDO-Im 投与による、Sf マウスの T 細胞活性化およびサイトカイン産生の抑
制作用 
A. フローサイトメトリーによって算出した、WT-Vehicle 群 (n = 5)、WT-CDDO-Im 群
(n = 4)、Sf-Vehicle 群 (n = 7)、Sf-CDDO-Im 群 (n = 7) のリンパ節細胞中に占める CD4+T
細胞、CD8+T 細胞の割合（左）と、CD4+T 細胞中に占める CD25+細胞、CD44+細胞、
CD69+細胞の割合（右）を示す。値は 3 回以上の独立した実験で得られた値の平均値
+標準偏差で示している。B. A で得られたヒストグラムの代表例を示す。記載の数字
はそれぞれの陽性細胞の割合を示している。C. A と同様に算出した、WT-Vehicle 群 (n 
= 5)、WT-CDDO-Im 群 (n = 4)、Sf-Vehicle 群 (n = 7)、Sf-CDDO-Im 群 (n = 7) の CD4+T
細胞中に占める IFN-g+細胞、IL-4+細胞、IL-17A+細胞、IL-10+細胞の割合（左）と、CD8+T
細胞中に占める IFN-g+細胞、IFN-ghigh 細胞の割合（右）を示す。値は 3 回以上の独立
した実験で得られた値の平均値+標準偏差で示している。D. C で得られた等高線プロ
ットの代表例を示す。記載の数字はそれぞれの陽性細胞の割合を示している。CD8+T
細胞のプロットでは、黒字が IFN-g+細胞の割合、青字が IFN-ghigh 細胞の割合を示して
いる。E. 各群のマウス由来の脾臓から得られた mRNA を用いた Ifng のリアルタイム
定量 PCR の結果を示す。値は Gapdh で補正し、WT-Vehicle 群の値を 1 として算出し
た。値は 4 回の独立した実験で得られた値の平均値+標準偏差で示している (n = 4)。







表 1. マウス遺伝子型解析に用いたプライマー配列情報 
Gene Sequence 
Foxp3 Primer 1 5’-TGGCCTCAATGGACAAGAGC-3’ 
Primer 2 5’-GCCTCAATGGACAAAAGAGC-3’ 
Keap1– Primer 1 5’-CGGGATCCCCATGGAAAGGCTTATTGAGTTC-3’ 
Primer 2 5’-TCAGAGCAGCCGATTGTCTGTTGTGCCCAGTCA-3’ 
Primer 3 5’-GAAGTGCATGTAGATATACTCCC-3’ 
Keap1FA Primer 1 5’-CAGCAGTTAAGGGCACCAATGC-3’ 
Primer 2 5’-CAACGAGAAGCGCGATCACA-3’ 
Primer 3 5’-CCTGCCTCAGCTTCCCATCA-3’ 
Keap1FB Primer 1 5’-CGAGGAAGCGTTTGCTTTAC-3’ 
Primer 2 5’-GAGTCACCGTAAGCCTGGTC-3’ 
Cre Primer 1 5’-ACGTTCACCGGCATCAACGT-3’ 
Primer 2 5’-CTGCATTACCGGTCGATGCA-3’ 
 





表 2. 遺伝子発現解析に用いたプライマー配列情報 
Gene Sequence 
Mouse Gapdh Forward 5’-GAGATGATGACCCTTTTGGC-3’ 
Reverse 5’-GTCGTGGAGTCTACTGGTGTCTT-3’ 
Mouse Ifng Forward 5’-CTTCTTCAGCAACAGCAAGGCGAA-3’ 
Reverse 5’-GGGTTGTTGACCTCAAACTTGGCA-3’ 
Mouse Keap1 Forward 5’-CCCATGAGGCATCACCGTAG-3’ 
Reverse 5’-CATAGCCTCCGAGGACGTAG-3’ 
Probe 5’-FAM-GGATTACTGTGCACCAGGGCAAG-TAMRA-3’ 








表 3. WT、Sf、Sf::Keap1FA/–マウスの末梢⾎解析 
 WT Sf Sf::Keap1FA/– P* P** 
WBC (102/µL) 60 ± 18 61 ± 25 48 ± 16 NS NS 
RBC (104/µL) 513 ± 117 374 ± 60 495 ± 102 < 0.02 < 0.03 
Hb (g/dL) 7.2 ± 1.5 5.4 ± 1.0 7.0 ± 1.3 < 0.02 < 0.03 
Hct (%) 24.2 ± 5.9 18.7 ± 2.8 26.3 ± 5.8 NS < 0.007 
MCV (fL) 47.1 ± 2.4 50.2 ± 1.1 50.4 ± 1.5 < 0.003 NS 
MCH (pg) 14.2 ± 1.3 14.5 ± 1.5 14.3 ± 0.8 NS NS 
MCHC (g/dL) 30.1 ± 2.1 28.9 ± 2.6 28.3 ± 1.7 NS NS 
PLT (104/µL) 108 ± 31 82 ± 17 143 ± 42 NS < 0.0008 
 
P*, WT vs. Sf; P**, Sf vs. Sf::Keap1FA/– 
WT (n = 7)、Sf (n = 11)、Sf::Keap1FA/– (n = 8) マウスの各群について、平均値±標準偏
差を示した。WBC (white blood cell)、⽩⾎球 ; RBC (red blood cell)、⾚⾎球 ; Hb 
(hemoglobin)、⾎⾊素; Hct (hematocrit)、⾚⾎球容積; MCV (mean corpuscular volume)、
平均⾚⾎球容積; MCH (mean corpuscular hemoglobin)、平均⾚⾎球⾎⾊素量; MCHC 
(mean corpuscular hemoglobin concentration)、平均⾚⾎球⾎⾊素濃度; PLT (platelet)、⾎





表 4. Keap1FB/FB、Sf::Keap1FB/FB、Sf::Keap1-TKO マウスの末梢⾎解析 
 Keap1FB/FB Sf::Keap1FB/FB Sf::Keap1-TKO P* P** 
WBC (102/µL) 49 ± 8 57 ± 25 49 ± 19 NS NS 
RBC (104/µL) 578 ± 47 444 ± 48 457 ± 86 < 0.003 NS 
Hb (g/dL) 8.7 ± 1.4 7.1 ± 0.7 7.5 ± 1.6 NS NS 
Hct (%) 28.1 ± 4.1 22.9 ± 2.5 23.1 ± 4.7 < 0.05 NS 
MCV (fL) 48.5 ± 3.8 51.6 ± 1.2 50.4 ± 1.6 NS NS 
MCH (pg) 15.0 ± 1.5 16.0 ± 0.6 16.4 ± 1.1 NS NS 
MCHC (g/dL) 31.0 ± 1.2 31.1 ± 1.2 32.4 ± 1.4 NS NS 
PLT (104/µL) 94 ± 12 65 ± 19 84 ± 23 < 0.03 NS 
 
P*, Keap1FB/FB vs. Sf::Keap1FB/FB; P**, Sf::Keap1FB/FB vs. Sf::Keap1-TKO 
Keap1FB/FB (n = 6)、Sf::Keap1FB/FB (n = 8)、Sf::Keap1-TKO (n = 6) マウスの各群につい
て、平均値±標準偏差を示した。WBC (white blood cell)、⽩⾎球; RBC (red blood cell)、
⾚⾎球; Hb (hemoglobin)、⾎⾊素; Hct (hematocrit)、⾚⾎球容積; MCV (mean corpuscular 
volume)、平均⾚⾎球容積; MCH (mean corpuscular hemoglobin)、平均⾚⾎球⾎⾊素量; 
MCHC (mean corpuscular hemoglobin concentration) 、 平 均 ⾚ ⾎ 球 ⾎ ⾊ 素 濃 度 ; PLT 





表 5. Keap1FB/FB、Sf::Keap1FB/FB、Sf::Keap1-MKO マウスの末梢⾎解析 
 Keap1FB/FB Sf::Keap1FB/FB Sf::Keap1-MKO P* P** 
WBC (102/µL) 56 ± 13 47 ± 24 64 ± 50 NS NS 
RBC (104/µL) 555 ± 37 508 ± 125 452 ± 53 NS NS 
Hb (g/dL) 7.5 ± 0.7 7.4 ± 1.9 6.5 ± 0.9 NS NS 
Hct (%) 26.9 ± 2.1 26.7 ± 6.2 23.6 ± 3.2 NS NS 
MCV (fL) 48.5± 1.3 52.9 ± 3.3 52.1 ± 2.2 NS NS 
MCH (pg) 13.6 ± 0.7 14.7 ± 0.8 14.3 ± 0.9 NS NS 
MCHC (g/dL) 28.0 ± 0.8 27.7 ± 0.9 27.4 ± 0.6 NS NS 
PLT (104/µL) 96 ± 35 74 ± 37 66 ± 36 NS NS 
 
P*, Keap1FB/FB vs. Sf::Keap1FB/FB; P**, Sf::Keap1FB/FB vs. Sf::Keap1-MKO 
Keap1FB/FB (n = 4)、Sf::Keap1FB/FB (n = 5)、Sf::Keap1-MKO (n = 3) マウスの各群につい
て、平均値±標準偏差を示した。WBC (white blood cell)、⽩⾎球; RBC (red blood cell)、
⾚⾎球; Hb (hemoglobin)、⾎⾊素; Hct (hematocrit)、⾚⾎球容積; MCV (mean corpuscular 
volume)、平均⾚⾎球容積; MCH (mean corpuscular hemoglobin)、平均⾚⾎球⾎⾊素量; 
MCHC (mean corpuscular hemoglobin concentration) 、 平 均 ⾚ ⾎ 球 ⾎ ⾊ 素 濃 度 ; PLT 






表 6. Keap1FB/FB、Sf::Keap1FB/FB、Sf::Keap1-DKO マウスの末梢⾎解析 
 Keap1FB/FB Sf::Keap1FB/FB Sf::Keap1-DKO P* P** 
WBC (102/µL) 51 ± 31 43 ± 25 31 ± 13 NS NS 
RBC (104/µL) 520 ± 55 452 ± 74 430 ± 75 NS NS 
Hb (g/dL) 7.4 ± 1.1 6.2 ± 1.5 6.8 ± 1.4 NS NS 
Hct (%) 25.2 ± 2.9 22.0 ± 4.1 22.0 ± 4.6 NS NS 
MCV (fL) 48.5 ± 3.8 48.6 ± 1.8 51.0 ± 2.4 NS NS 
MCH (pg) 14.3 ± 1.4 13.6 ± 1.4 15.8 ± 0.5 NS NS 
MCHC (g/dL) 29.3 ± 0.8 27.9 ± 1.9 31.0 ± 0.7 NS < 0.03 
PLT (104/µL) 87 ± 19 82 ± 17 81 ± 20 NS NS 
 
P*, Keap1FB/FB vs. Sf::Keap1FB/FB; P**, Sf::Keap1FB/FB vs. Sf::Keap1-DKO 
Keap1FB/FB (n = 4)、Sf::Keap1FB/FB (n = 4)、Sf::Keap1-DKO (n = 4) マウスの各群につい
て、平均値±標準偏差を示した。WBC (white blood cell)、⽩⾎球; RBC (red blood cell)、
⾚⾎球; Hb (hemoglobin)、⾎⾊素; Hct (hematocrit)、⾚⾎球容積; MCV (mean corpuscular 
volume)、平均⾚⾎球容積; MCH (mean corpuscular hemoglobin)、平均⾚⾎球⾎⾊素量; 
MCHC (mean corpuscular hemoglobin concentration) 、 平 均 ⾚ ⾎ 球 ⾎ ⾊ 素 濃 度 ; PLT 






表 7. CDDO-Im 投与 WT マウス、および CDDO-Im 投与 Sf マウスの末梢⾎解析 
 WT-Veh WT-CDDO-Im Sf-Veh Sf-CDDO-Im P* P** 
WBC (102/µL) 37 ± 7 29 ± 5 30 ± 16 31 ± 16 NS NS 
RBC (104/µL) 486 ± 46 451 ± 47 413 ± 48 437 ± 39 < 0.03 NS 
Hb (g/dL) 6.5 ± 0.7 6.2 ± 0.6 5.5 ± 0.9 5.8 ± 0.8 NS NS 
Hct (%) 24.2 ± 2.8 22.8 ± 2.3 20.2 ± 2.7 21.9 ± 3.1 NS NS 
MCV (fL) 49.8 ± 3.0 50.6 ± 2.3 48.8 ± 1.9 50.0 ± 3.2 NS NS 
MCH (pg) 13.4 ± 0.9 13.7 ± 1.0 13.3 ± 1.4 13.1 ± 0.9 NS NS 
MCHC (g/dL) 26.9 ± 1.4 27.2 ± 2.1 27.2 ± 3.2 26.4 ± 2.2 NS NS 
PLT (104/µL) 80 ± 14 61 ± 6 61 ± 18 69 ± 14 NS NS 
 
P*, WT-Veh vs. Sf-Veh; P**, Sf-Veh vs. Sf-CDDO-Im 
WT-Veh (n = 6)、WT-CDDO-Im (n = 5)、Sf-Veh (n = 9)、Sf-CDDO-Im (n = 8) マウスの各
群について、平均値±標準偏差を示した。WBC (white blood cell)、⽩⾎球; RBC (red 
blood cell)、⾚⾎球; Hb (hemoglobin)、⾎⾊素; Hct (hematocrit)、⾚⾎球容積; MCV (mean 
corpuscular volume)、平均⾚⾎球容積; MCH (mean corpuscular hemoglobin)、平均⾚⾎球
⾎⾊素量; MCHC (mean corpuscular hemoglobin concentration)、平均⾚⾎球⾎⾊素濃度; 
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